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@) PROCEDE DE PURIFICATION DE LA PRPRES A PARTIR D'UN ECHANTILLON BIOLOQIQUE ET SES 
APPLICATIONS. 

(57) Proced6 de purification de la PrPres a partir d'un 
6chantillon blologlque en vue de son utilisation pour la de- 
tection qualitative et/ ou quantitative de la PrPres dans ledit 
6chantillon. 

Ledit proc^d^ comprend essentiellement: 

(1 ) rincubation, pendant 30 secondes k 2 lieures, a une 
temperature inferleure a 80*0, dudit echantillon biologique 
avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioac- 
tif en quantite comprise entre le quart et quatre fois le poids 
de l'6chantillon biologique et eventuellement une protease, 
pour former une suspension S1; (2) I'addltion, ^ ladlte sus- 
pension S1 obtenue en (1) d'un tampon B en quantity apte 
k former une micro6mulsion, lequel tampon B est constitu§ 
d'un solvant ou d'un melange de solvants, qui ne solubilise 
pas la PrPres et pr^sente une constante di6lectrique com- 
prise entre 10 et 25; (3) . la centrifugation de la suspension 
S2 obtenue ^ r^tape (2), pendant 2^10 minutes, a une Vi- 
tesse inf6rieure a 20 000 g; et (4) la solubllisation dudit culot 
dans un tampon O comprenant au moins un agent tensioac- 
tlf, tel que d6fini k r6tape (1). k une temperature egale ou 
sup6rieure h 80'C. 
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La pr6sente invention est relative a un nouveau procede de purifica- 
tion de la PrPres a panir d'un 6chantillon biologique en vue de son utilisation pour la 
detection qualitative et/ou quantitative de la PrPres dans ledit echantillon. 

Les encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles sont 
provoquees par des agents transmissibles non conventionnels (ANTC), encore appeles 
prions, dont la nature precise demeure inconnue a ce jour. Les ESST comprennent 
essentiellement la maladie de Creutzfeldt-Jakob, chez rhomme (MCJ ou CJD pour 
Creutzfeldt-Jakob disease), la tremblante, chez le mouton et la chevre et 
Tencephalopathie spongiforme bovine (ESB ou BSE pour bovine spongiform 
encephalopathy), chez les bovins ; d'autres encephalopathies ont ete mises en evi- 
dence chez le vison ou certains animaux sauvages, tels que le cerf et I'elan. 

Ces maladies sont d'evolution constanunent fatale et il n'existe, a 
I'heure actuelle, aucun traitement efficace. 

Dans les encephalopathies subaigugs spongiformes transmissibles, il 
existe une accumulation d'une proteine de l'h6te. la PrP (ou proteine du prion), sous 
une forme anormale (PrPres), principalement dans le systeme nerveux central ; la 
PrPres copurifie avec I'infectiosit^ et son accumulation pr^fede I'apparition des 
lesions histologiques. In vitro, elle est toxique pour des cultures de neurones. 

Deux proprieties biochimiques permettent habituellement de distin- 
guer la PrPres de la PrP normale : la PrPres est partiellement r«sistante aux proteases 
et est insoluble dans les agents tensioactifs anioniques. 

Pour pouvoir d6tecter la PrPres presente dans un echantillon, il est 
necessaire de soumettre ce demier k difKrentes operations, pour enrichir ledit Echan- 
tillon en PrPres, tout en eliminant la PrP normale. de maniSi« k ce que la PrPres puisse 
ensuite etre detect6e par toute methode specifique appropriee, sans entrainer : 

. de faux-positifs, dus k une pr6sence de PrP normale ou d'autres 

contaminants, ou 

. de faux-negatifs, dus k une concentration insuffisante de PrPres 
dans rechantillon biologique final. 

Dans ce but, un certain nombre de proc6des d'isolement et/ou de 
purification de la PrPres ont ete proposes. Ds sont essentiellement bas6s sur la 
methode mise au point par Hilmert et Diringer (Nature, 1983. 306, 476-478) et 
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comprennent. de maniere generale, une extraction par un detergent, des ultracentrifu- 
gations differentielles et un traitement par des enzymes proteolytiqucs (Multhaup G. et 
al., EMBO J., 1985, 4. 6. 1495-1501 ; Takahashi K. et al., Microbiol. Imunol., 1986, 
30. 2, 123-131 ; Hope J. et al., EMBO J., 1986, 5, 10, 2591-2597 ; Grathwohl KUD et 
5 a].. Arch. Virol.. 1996. 141. 1863-1874 ; Kascsak RJ et al., Immunol. Investig., 1997. 
26. 259-268 ; R.E. Race et al., J. Gen. Virol., 1992. 73. 3319-3323 ; Doi et aJ.. J. Gen. 
Virol., 1988, 69. 955-960; T. Muramoto et al.. Am. J. Pathol., 1993, 143, 5 1470- 
1479 ; Farquhar C.F. et al.. Gen. Virol.. 1994. 75. 495-504 et J. Gen. Virol., 1996, 77. 
1941-1946). lis ont 1' inconvenient de comporter un nombre important d'etapes 
10 incluant plusieurs ultracentrifugations, qui sont lourdes a mettre en ceuvre et entratnent 
des pertes cumulatives de PrPres, qui conduisent alors a une sensibilite insuffisante 
pour obtenir un seuil de detection et une quantification fines de la PrPres. 

Ces diff6rentes methodes necessitent un appareillage de laboratoire 
de recherche et des temps de mise en oeuvre, qui ne sont pas compatibles avec une 
15 Utilisation surle terrain, en particulier dans les abattoirs. 

Or, 11 existe un besoin de verification rapide de 1' absence ou de la 
presence d'une enc^phalopathie subaigue spongiforme transmissible, au moment de 
I'abattage de I'anima]. 

En consequence, I'lnventeur s'est donne pour but de pourvoir a un 
20 procdd^ de purification d'un echantillon biologique en vue de son utilisation pour une 
detection rapide et fiable de la PrPres. qui soit suffisamment simple a mettre en oeuvre 
pour qu'il puisse etre utilise sur le terrain, et notamment dans les abattoirs et qui 
reponde ainsi mieux aux besoins de la pratique que les proced6s de I'Art anterieur. 
En effet, le procede selon I'invention : 

- est simple k mettre en oeuvre, 

- est fiable 

- est facile k inteipr6ter : il augmente le seuil de sensibility de d6tec- 
tion de la PrPres, en 61inunant les faux-positifs (PiP nomiale et autrcs contaminants) 
et il 61imine les faux-negatifs, car il permet d'obtenir, en valeur absolue, une quantite 

30 importante de PrPres. puisqu'il est possible de trailer des quantites importantes de 
materiel biologique avec un rendement de purification sup^rieur k SO % ; ceci est 
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particulierement inter.s«ani dans les abattoi,. et foumit des echantillons dans lesquels 
la PrPres est facilement detectable avec des tests de diagnostic usuels. 

La presente invention a pour objet un precede de purification de la 
PrPres h partir d'un dchantillon biologique. caracterise en ce qu'il comprend essentiel- 
5 lement : 

(1) I'incubation pendant 30 secondes a 2 heures, de preference pen- 
dant 30 secondes 10 minutes, a une temperature inferieure h 80°C. dudit echantillon 
biologique avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioactif, en quantity 
comprise entre le quart et quatre fois. de preference entre le quart et une fois et demi le 
10 poids de rechantillon biologique et evenniellement une protease, pour former une sus- 
pension micellaire ou lamelJaire SI opalescente a trouble; n'importe quel agent 
tensioactif ou melange d'agents tensioactifs, dans les conditions de temperature et de 
quantit^s pr^citees ne solubilisent pas la majorite de la PrPres. qui r«ste en suspension, 
alors que la PrP normale est solubilisee, voir d^truite. en cas d'adjonction de protease : 
15 ladite incubation est de preference realisee a une temperature inferieure k 50-C. en 
presence d'une quantite d'agent tensioactif comprise entre le quart et une fois et dLmi 
le poids de I'echantillon biologique ; 

(2) I'addition. a ladite suspension micellaire ou lamellaire SI obte- 
nue en (1) d'un tampon B en quantite apte h former une microemulsion, lequel tampon 

20 B est constitue d'un solvant ou d'un melange de solvants. qui ne solubilise pas la 
PrPres et presente une constante di6Iectrique comprise entre 10 et 25 ; on obtient ainsi 
une suspension S2 limpide h I'oeil nu ; 

(3) la centrifugation de la suspension S2 obtenue h. I'etape (2), 
pendant 2 k 10 minutes, k une vitesse inferieure a 20 000 ^. de preference a une vitesse 

25 comprise entre 3 500 g et 17 500 ^ ; la PrPres se retrouve dans le culot de centrifuga- 
tion. avec un rendement de purification en PrPres compris. de maniere surprenante. 
entre 80 et 100% ;et 

(4) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moins un agem tensioactif, tel que ddf.ni k I'etape (1), a une temperature egale ou 

30 superieure k S(y>C ; dans de telles conditions de temperature, les agents tensioactifs 
pr&ites, de preference les agents tensioacUfs ioniques, solubilisent la PrPres. 
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Lesdites etapes (I) et (2) peuvent etre realisees simultanement ou 
successivement ; de preference, elles sont realisees successivement. 

Scion un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, lorsque 
rechantillon biologique est un tissu ou un organe, ce dernier est, prealablenntent a 
5 I'etape (1), homogendise, par exemple par broyage m^canique, dans un tampon 
d*homogeneisacion« constitue d'un tampon neutre, tel que Feau ou d'un tampon isoto- 
nique, tel que le glucose a 5 %. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit proced6, la 
temperature mise en ceuvre a Tetape (1) est comprise entre la temperature ambiante et 
10 50*^0 ; elle est de preference de 37^C. 

De maniere preferee, le tampon A comprend un agent tensioactif 
selectionne dans le groupe constitue par : 

- des tensioactifs anioniques, tels que le SDS (dodecylsulfate de 
^ sodium), le sarkosyl (lauroyl sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate de 

15 sodium, le taurocholate de sodium, 

- des tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl sulfo- 
betame), le SB 3-12 (dodecyl sulfobetaine), le SB 3-14, le SB 3-16 (hexadecyl sulfo- 
betaine), le CHAPS et le desoxy CHAPS, 

- des tensioactifs non-icniques, tels que le C12E8 (dodecyl octaethy- 
20 lene glycol), le Triton XlOO, le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 80, le MEGA 9 

(nonanoyl methyle glucamine), Toctylglucoside, le LDAO (dodecyl dimethylamine 
oxyde) ou le NP40 ou 

- des melanges de tensioactifs tels qu'un melange d'un agent tensio- 
actif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique et noteunment le melange SDS- 

25 Tween 80 ou le melange de deux agents tensioactifs ioniques, tel que le melange SDS- 
desoxychoiate ou d*un melange d'un agent tensioactif ionique et d'un agent tensioactif 
zwitterionique. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit proced^, le 
tampon B est de preference selectionne parmi les aicools en CrCe et les melanges 
30 d'alcool dont la constante dieJectrique th6orique moyenne est comprise entre 10 et 25. 
Les aicools ou melanges d' aicools suivants sont particuli^rement prefer6s : butanol-1, 
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bu.ano.-2. n,^d,y|.2 propa„„,.,. i^op,„„,_ ^^^^^ ^ ^^^^^ ^^^^ ^ 
hexanol. butanoi + pentanol, etc.,. 

On entend par constante dielectrique. au sens de la presents inven- 
tion, la constante dielectrique statique s. mesur^e dans des champs statiques ou ^ 
5 frequence relativement faible ; elle correspond au rapport deplacemem electrique 
D/force du champ electrique E. lorsque un champ electrique est appliqu. , ,a soluUon, 
a une temperature comprise entre 293, 15 at 298,15 K. 

La constante dielectrique des liquides. telle que definie ci-dessus est 
plus particulierement decrite dans CRC Handbook of Chemistry and Physics (Ed 
10 David R. Lide, 75'™' edition, 1994, CRC Press). 

Pour un melange de solvants. on entend par constante dielectrique 
theonque moyenne. la moyenne des constantes didlectriques de chaque solvant, 
ponderee par sa proportion dans le melange. 

L'addition du tampon B k I'etape (2) permet. de manierc s^rpr^- 
15 nante, d'obtenir des rendements de purification sup6rieurs k 90 %. avec des conditions 
de centrifugation a faible vitesse ; elle pennet tout en maintenant un rendement impor- 
tant, de diminuer de manifere significative la quantite de culot final ; de maniere avan- 
tageuse. la quantite de culot final est de preference inferieure a 10 % du poids 
d'&hantillon biologique de depart pour permettre effectivement de I'utiliser dans le 
20 cadre d'un dosage immunologique, alors que loi^qu'on ne rajoute que du tampon A 
on se sitae dans les conditions de I'Ait anterieur. qui imposent une ultracentrifugation 
pour obtenir des rendements suffisant en PrPres. en vue d'une detection. 

De manidre pr6f6ree. le rapport rendement en PrPres dans la phase 
solide/quantite de culot r6cup6r6 apres centrifugation de la suspension S2 est superieur 
25 k 10, lorsque I'echantillon de depart correspond i 100 mg de cerveau. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit proced6 le 
tampon C mis en ceuvre a I'etape (4) comprend en outre un agent chaotrt>pe. tel que 
I'urde ; ledit tampon C est selectionne. de maniere preferde. dans le groupe constitu6 
par les melanges suivants : melange SOS et ur^e ou melange desoxycholate et u,^ 
30 De maniere pr6f6ree, le SDS est k 0,25-1 % et I'urde est k 0.25-1 M. 



c 



^2774988 

6 

Le tampon de LaemmJi (SDS h 4 %, Tris-HCl 0,1 M pH 8. saccha- 
rose a 5 % et P-mercaptoethanol k 2 %) peut ^galement etre utilise, notamment pour 
les Western blot. 

U presente invention a egalement pour objet un pToc6d6 de detec- 
5 tion de la PrPres dans un echantillon biologique. caracterise en ce qu 'il comprend : 

- le traitement dudit echantillon tel que d^fini ci-dessus, 

- la dilution de rechantillon obtenu si necessaire et 

- la detection de la PiPres par toute methode anaJytique appropriee, 
telle qu'une methode immunologique (ELISA, Western blot), produisant un signal 

10 sp6cif]que. 

L'etape de dilution precitee permet de neutraliser le tampon C. en 
vue d'une detection de la PrPres par une methode EUSA ; elle est par exemple reali- 
see avec un tampon comprenant de TaJbumine, conduisant a une concentration finale 
en albumine comprise entre 2 et 10 % (p/v); 

Un echantillon biologique ainsi traite contient une concentration 
efficace en PrPres. de maniere a ce que cette demiere puisse etre detectee par toute 
mediode analytique. notamment une methode immunologique, directement dans cet 
echantillon. 

En variante, la presente invention a pour objet un precede de purifi- 
20 cation de la PrPres a partir d'un echantillon biologique, caracteris6 en ce qu'il 
comprend essentiellement : 

(1) r incubation, pendant 30 secondes a 2 heures, de prdfdrence 
pendant 30 secondes h. 10 minutes, a une temp^ranire inferieure a SO''C, dudit echan- 
tillon biologique avec un tampon A comprenant au moins un agent tensioactif, en 

25 quantite comprise entre le quart et quatre fois. de preference entre le quart et une fois 
et demi le poids de I'echantiUon biologique et eventuellement une protease, pour 
former une suspension micellaire ou lamellaire SI opalescente h trouble ; 

(2) I'addition. h ladite suspension micellaire ou lamellaire SI obte- 
nue en (1) d'un tampon B en quantite apte k foimer une separation de phase, lequel 

30 tampon B est constitue d'un solvant ou d'un m61ange de solvants. qui ne solubilise pas 
la PrPres et pii6sente une constante di^lectrique comprise entre 10 et 25 ; 
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(3) la ccntnfugation de la suspension obtenue k Tetape (2), pendant 
. a 10 minutes, a unc vitesse infeneure a 20 000 de preference a une vitesse 
comprise entre 3 500 ^ et 17 500 ^ ; la PrPres se retrouve a I'interface ; 

(4) la recuperation du film present a I'interface ; 

' (5) la resolubilisation dudit film avec un tampon A sans protaase. 

(6) la centrifugation de la suspension obtenue a I'etape (5). pendant 
- a 10 mmutes, ^ une vitesse infeneure a 20 000 ^, de preference k une vitesse 
comprise entre 3 500 , et 17 500 , ; ,a PrPres se retrouve dans le culot de centrifuga- 
tion, avec un rendement de purification en PrPres compris. de maniere surprenant^ 

10 entre 70 et 100 % ; et 

(7) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moms un agent tensioactif. tel que defini a I'etape (1), ^ una temperature egale ou 
sup^rieure a 80X ; dans de telles conditions de temperature, les agents tensioactifs 
prectes. de preference les agents tensioactifs ioniques. solubilisem la PrPtes. 

^ ^"^^"^ ^ ^^P*>° B ^ Wer pour obtenir une micn>emulsion 
ou une separation de phase sont etablies i I'aide d'une gamme de tampon B. comme 
illustre pour le butanol-1. . la figure 1 ; eUes peuvent varier en fonction du tampon A 
et des constituants selectionn^s pour le tampon B. 

,n ^ . ^ ' P^"^ °^J^^ de traitement 

20 d «„ echantillon biologique. caracteris6 en ce qu'il compt^nd outre un tampon 

d homogeneisation dudit echantUlon biologique, des quantites convenables de tampon 
A, de tampon B et de tampon C, tels que defmis ci-dessus. 

1^ presente invention a egalement pour objet un kit de detection de 
la PtPres. caracterise en ce qu'il comprend des quantites convenables de tampon 
25 d homogendisation de rechantillon biologique dans lequel la PrPres doit .tre detec- 
t6e des quantites convenables de tampon A. de tampon B et de tampon C tels que 
defmis c-dessus, ainsi qu'au moins un anticorps anti-PrPres convenable. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore 
d autres disposiUons. qui ressoniront de la description qui va suivre, qui se refere k 
30 des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessms annex6s, dans lesquels : 



774988 



8 



- la figure 1 ilJustre I'influence de la quantity de tampon B (butanol) 
sur le rendement de purification de la PrPres (en %) et la quantite de culot obtenu 
apres centrifugation ; 

- la figure 2 illustre I'infiuence de differents tampons B sur le 
5 rendement de purification de la PrPres (en %) et la quantite de culot obtenu aprfes 

centrifugation ; 

- la figure 3 illustre le r6Ie de la constante dielectrique theorique 
moyenne. telle que definie ci-dessus, pour comparer differents melanges d'alcools 
utilises comme tampon B ; 

- 'a ^'"Sure 4 illustre un exemple de detection de la PrPres par 

Western blot. 

D doit 6tre bien entendu. toutefois. que ces examples sent donnes 
uniquement i titre d'illustration de l objet de Tinvention. dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
15 EXEMPLE 1 : Traitement d»un echantilion de cerveau bovin pour le dosage de 
la PrPres sur le terrain : selection de la quantite de tampon B convenable. 

- On preleve 500 mg de cerveau bovin ; on le broie et on 
I'homogeneise a 25 % (p/v) dans une solution de glucose a 5 %. 

Pour realiser I'homogeneisation, le prelevement de cerveau (500 mg) 
20 et 1 ml de glucose sont introduits dans des tubes comprenant des billes en ceramique, 
sous agitation. On recupere le sumageant (environ 1,5 ml) ; les billes sont rincees en 
suspension dans 500 ^il de glucose et agitees ; on recupere le sumageant obtenu qui est 
melang6 avec le sumageant precedent (2 ml) ;. 

- On incube 400 \lI d'homogdnat obtenu en 1) (Equivalent k 100 mg 
25 de cerveau) avec 400 ^1 de tampon A comprenant un melange a part egale a 25 % 

(p/v) de SDS et k 25 % (v/v) de Tween 80 dans un rapport 1/1 (v/v) ainsi que de la 
proteinase K (0,1 mg/mJ de tampon A. soit 0.4 mg/g tissu) pendant 10 minutes (2 fois 
5 min) k 3T'C (etape (1)). 

- On ajoute 0 a 1 000 ^1 de butanol (tampon B) (6tape (2)). 
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La flgu,^ , te rendemen, de purfflcauon en PrPres (%) 

quanofic e„ Wes.n, « ,a ,ua„.i.. de cu,o. (e„ „g) e„ ,„„c,i„„ de ,a ,.a„„, de 
tampon B ajoutee. 

Cette figure montrc qu'entre 10 et 53 %, la PrPres est maintenue en 
5 suspension et qu'ent. 30 et 50 % de butane., on oUient un renden^ent dc puHfication 
de I'ordre de 100 % et un cuJot inferieur a 1 0 mg. 

- On centrifuge a 3 800 ^ (4 000 RPM, centrifugeuse JOUAN) 
pendant 10 minutes (etape (3)) : on elimine le sun.ageant et on dissout Je culot obtenu 
qu. contient la PrPres avec 80-100 m d'un tampon C (etape (4)) comprenant : 

• soit du SDS k 0.5 % et de I'ur^e 0.5 M, 

- soit un tampon de Laemmli, 
pendant 5 minutes ^ lOO'C. 

C= iraitemem penrel la dKoludon de I. Prt>«s ; |-echantillon ea 
d„„, p^. i ^ dan. ua dos.^ de ,ypc i™.togi,ue ^, ,„e ELISA 

15 ou Western blot. i •^n 

Pour rtaliser un ELBA, le culot est de pt^fftence dissous dans un 
.-pen C compnenam du SDS (0.25-1 e, de TunSe (0.25-1 M) = rectontillon 
olMenu ^ d. pt^K^ce dilu. (au ^ ou au V.). ap* chauffage. avec un tampon 
contenan, de Talbunune conduisan, I, une concentmion finale en albunune comprise 
20 entie2elI0%(p/v). 

Dans le cas prtsem. la quantification de la PrPres est rtalis^e en 
Western hlot. par melange vol/vol avec du uunpon de Laemmli : l &hantillon dilue est 
ensu-u, d^p«^ sur gel pour une detection par Western Mo, : les qua„Ut«s de PrPres 
d^eotfe sont rapponfes i une gamn» lineaite de dilutions de PrPres purifl^e dans les 
« n«mes conditions que ci-dessus. 4 panir d'un m6me hou,og6„a< de cerveau de vache 
atleuitt d-ESB. au stade tenninal de la maladie (conlrdle positiO. 

Les fchantillons trute conWment au proc4d6 scion Pinvention 
son, d^ban^s^s du bruit de fond c. pconetten. u„ dosage f.able, sp^cifique et quand-' 
tauf de la PrPres. 

^ ^ ^'"^^^^ invention permet d'augmenter le rendement de 

purification en PrPres, de maniere significative : 
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. en effet, lorsque Ton ne rajoute que du tampon A, le rendement en 
PrPres n'est que de l*ordre dc 40 % ; on observe done une perte de I'ordre de 60 % de 
la PrPres, notamment du fail de sa repartition entre la phase solide et la phase liquide ; 
de plus, le culot est important. Ceci explique pourquoi dans I'Art anterieur, les proto- 
coles decrits utilisent le sarkosyl qui entraine Tobtention de culots plus faibles, mais 
qui impose des ultracentrifugations lourdes pour avoir un rendement suffisant. 

. Tetape (2) permet d'augmenter le rendement en PrPres dans la 
phase solide : on obtient un rendement de I'ordre de 80-100 % dans la phase solide de 
la suspension S2, tout en dinunuant la quantite de culot, comme precise ci-dessus. 
EXEMPLE 2 : Traitement d^mi echantillon de cerveau bovin pour le dosage de 
la PrPres sur le terrain : variante de Tetape (1) et de Tetape (2). 

- I'etape d'homogeneisation est identique h celle decrite a Texemple 

1. 

- ensuite, on incube les 2 ml d'homogenat obtenus a parti r des 500 
mg de cerveau bovin, avec 2 ml de tampon A, dans les memes conditions que celles 
exposees a Texemple 1 (etape (1)). 

- on ajoute 3 ml de tampon B, dans les memes conditions que celles 
exposees k I'exemple 1 (etape (2)). 

- la suite du procede est identique a celui de Texemple 1. 
EXEMP LE 3 : Traitement d'un echantillon de cerveau bovin Pour le dosage de 
la PrPres sur le terrain : variante de Tetape d^homogeneisation, 

- On preleve 250 mg de cerveau bovin ; on le broie et on 
I'homogeneise a 25 % (p/v) dans une solution de glucose a 5 %. 

Pour realiser Thomogeneisation, le prelevement de cerveau (250 mg) 
et 750 M.1 de glucose sont introduits dans des tubes comprenant des billes en cera- 
mique, sous agitation, pendant 40 secondes (appareil RIBOLYSER-HYBAID) ; on 
preleve 400 ^il de sumageant puis on procfede comme a I'exemple 1 . 
EXEMPLE 4 : Comparaison de difTerents tampons B sur le rapport rendement 
de puriflcation en PrPres/quantite de culot. 

L' echantillon est traite dans les memes conditions que celles expo- 
sees a I'exemple 1, a Texception de la quantite de tampon B qui est de 600 |il. 
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La figure 2 illustre les rapports obtenus en Western blot avec diff6- 
rents tampons B : pentanol. butanol, melange isopropanol + pentanol, melange ethanol 
+ hexanol, isopropanol et ethanol ; les melanges ont ete realises vol/vol. 
EXEMPLE 5 : Comparaison des constantes dielectriques de differents melanges 
et leur influence sur le rendement de purification en PrPres et la quanUte de 
culot. 

Le proc6de est realise dans les conditions exposees a I'exemple 4. 
La figure 3 illustre les resultats obtenus : dans le cas oC le tampon B est un melange 
d'alcools. le volume de chaque alcool est calcule en fonction de sa constante dielectri- 
que et de la constante dielectrique theorique du melange souhaitee (par example 17) et 
rapporter 600 jil de volume total d'alcool. Par exemple. pour le melange 
hexanol/ethanol on obtient la formule suivante : 

13.y + 25(l-y)= 17 

y representant le pourcentage d'hexanol, 13 6tant la constante 
dielectrique de I'hexanol et 25 etant la constante dielectrique de I'^thanol. 

Pour une constante dielectrique theorique moyenne dc 15 ou moins, 
on observe une separation de phase. 
EXEMPLE 6 : Detection de la PrPres par Western blot. 

* Protocole : 

1) incubation i 370C, 2 fois 5 min de 400 mg d'homogenat de 
cervcau de vache k 25 % (poids/volume) et de 400 nl de tampon A comprenant 400 ^^^ 
d'un melange a part egaJe (v/v) de SDS a 25 % (p/v) et de Tween 80 ji 25 % (v/v) 
(50/50) et de proteinase K (PK) k 0,1 mg/ml de tampon A. 

2) on ajoute 600 ^1 de tampon B (sauf echantillons des pistes 7 et 8 : 
1 000 ^1 tampon B), constinie de butanol- 1 . 

3) on centrifuge ^ 15000 RPM pendant 5 min (environ 17 000 ^). 

4) le culot de centrifugaUon est repris dans 100 jil de tampon de 
Laemmli contenant 4 % de SDS et chauffd 100°C pendant 5 min. 

* Western bint • 

Les fchantiUons obtenus sont utilises pour i^iser une electropho- 
rese SDS-PAGE et transf6r6s sur membrane de nitrocellulose, dans les conditions 
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decrites par Towbin et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1979, 76, 4350-4354) ou par 
CI. Lasmezas et al. (J. Gen. Virol.. 1996, precit^). 

Avant d'etre deposes sur le gel d'electrophorese. Ie.s echantillons ont 
ete dilues au 1/20 dans un temoin negatif. produit dans les memes conditions que 
5 celles exposees h. I'exemple 1. a partir d'un homogenat de vache saine, en raison de 
rimportance des signaux. (gel de polyacrylamide a 12 % charg6 avec I'equivalent de 
10 mg (10 ^1) de cerveau, correspondant k 9,5 mg de cerveau de vache saine et 0.5 mg 
de cerveau de vache infectee). 

L' immunodetection de la PrPres a ete realisee avec Tantiserum 
10 JB007 (R. Demaimay et al.. J. Virol. 1997, 71, 12. 9685-9689) au 1/5 000^"*, et des Ig 
de chevre anti-lapin conjuguces k de la peroxydase (1/2500). L'immunoreactivite est 
r^velee par chimioluminescence (ECL, Amersham). quantifiee et visualisee sur films 
autoradiographiques, comme illustre sur la figure 4. 

La figure 4 illustre les resultats obtenus et correspond h la courbe 
15 propanol/hexanol de la figure 3A. 

A cette figure, les pistes 1 a 6 correspondent k des echantillons 
trait^s en mettant en oeuvre comme tampon B. differenls melanges propanol/hexanol. 
conduisant k differents constantes dielectrique theoriques moyennes ; les pistes 8 et 9 
correspondant a des echantillons biologiques soumis k une procedure mettant en 

20 oeuvre comme tampon B. 1000 jil de butanol (point 53 % de la figure 1) : on observe 
dans ce cas que I'ensemble de la PrPres se retrouve k I'interface ; les pistes 9 et 10 
correspondant k des echantillons biologiques soumis k une procedure mettant en 
oeuvre comme tampon B, 600 ^1 de butanol (point 43 % de la figure 1) : on observe 
dans ce cas que I'ensemble de la PrPres se retrouve dans le culot (piste 10), alors que 

25 dans un temoin negatif, traite dans les mdmes conditions (piste 9), on n' observe aucun 
signal. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede. I'invention ne se limite 
nuUement a ceux de ses modes de mise en oeuvre. de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
30 variantes qui peuvent venir k Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee. de la pr^sente invention. 
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REVE^mf^A'nrr>^Jc 

n Precede de purif.cation de Ja PrPres a partir d'un echantillon 
biologique. caract^rise en ce qu'iJ comprend essentiellement : 

(1) I'incubation. pendant 30 secondes i 2 heures. ^ une temperature 
anfeneu. . 80»C. dudit echantillon biologique avec un tampon A comprenant au 
moms un agent tensioactif en quantit. comprise entre le quart et quatre fois ,e poids de 
1 echantrllon biologique et €ventuellement une protease, pour fonner une suspension 
SI , 



(2) I-addilion. i ladite suspension S 1 obtenue en ( 1) d'un tampon B 
.0 =„ ,uand,. ap» , fonner une n,.crocn,„,3io„. leque, campon B est cons,,,u6 d'un 

solvan, ou d-u„ melange de solvanes, qui „e soiubilise pas U IWxes e. p,*s.n« u„e 
constante di61ectrique comprise entre 10 et 25 ; 

(3) la centrifugation de la suspension S2 obtenue k I'etape (2) 
pendant 2^10 minutes, a une vitesse inferieure a 20 000 g ; et 

5 (4) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 

moms un agent tensioactif, tel que defmi i r^tape (1), a une temperature egale ou 
superieure a SO^C. 

2°) Procede de purification de la PrP,^ a paitir d'un &hantiIlon 
biologique. caracterise en ce qu'il compirnd essentiellement : 
' (1) rincubation. pendant 30 secondes k 2 heures, ^ une temperature 

mfeneure . 80X. dudit echantillon biologique avec un tampon A comprenant au 
moms un agent tensioactif en quantity comprise entre Ic quart et quatre fois le poids de 

1 echanuUon biologique et .ventuellement une protease, pour fonner une suspension 
S I I 



SI ; 

25 



(2) I'addition, k ladite suspension SI obtenue en (1) d'un tampon B 
en quantity apte , former une separation de phase, lequel tampon B est constitue d'un 
solvant ou d'un melange de solvants. qui ne solubilise pas la PrPres et presente une 
constante dielectrique comprise entre lOetlS ; 

,n o ^ in • centrifugation de la suspension obtenue a I'etape (2), pendant 

30 2 a 1 0 minutes, i une vitesse inferieure i 20 000 ^ ; 

(4) la recuperation du film present k I'interface ; 

(5) la resolubilisation dudit film avec un tampon A sans protease. 
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(6) la centrifugation de la suspension obtenue h. I'^tape (5), pendant 
2 a 10 ntiinutes. a une vitesse inferieure k 20 000 g ; et 

(7) la solubilisation dudit culot dans un tampon C comprenant au 
moins un agent tensioactif, tel que defini a Tetape (1). k une temperature egale ou 

5 superieure a SO^C. 

3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que lorsque I'echanullon biologique est un tissu ou un organe, ce dernier est, 
prealablement a I'etape (1), homogeneise dans un tampon d'homogeneisation. selec- 
tionne dans le groupe constitu6 par les tampons neutres et les tampons isotoniques. 
'0 4°) Procede selon I'une quelconque des revendications 1^3, carac- 

t6ris6 en ce que la duree d'incubation est de pr6ftoce comprise entre 30 secondes k 
10 minutes. 

5°) Proc6d€ selon I'une quelconque des revendications 1 a 4. carac- 
t6rise en ce que le tampon A et/ou le tampon C comprend un agent tensioactif selec- 
15 tionne dans le groupe constitue par : 

- des tensioactifs anioniques, tels que le SDS (dodecylsulfate de 
sodium). le sarkosyl (lauroyl-sarcosine). le chelate de sodium, le d^soxycholatc de 
sodium, le taurocholate de sodium. 

- des tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl-sulfo- 
20 betaine), le SB 3-12 (dodecyl-sulfobetaine). le SB 3-14. le SB 3-16 (hexadecyl-sulfo- 

betaine), le CHAPS et le desoxyCHAPS. 

- des tensioactifs non-ioniques. tels que le C12E8 (dod6cyl-octa6thy- 
leneglycol). le Triton XIOO. le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 80, le MEGA 9 
(nonanoyl-methylglucamine), I'octylglucoside. le LDAO (dodecyl-dimethylamine 

25 oxyde) ou le NP40 ou 

- des melanges de tensioactifs tels qu'un melange d'un agent tensio- 
actif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique, un melange de deux agents tensio- 
actifs ioniques ou un melange d'un agent tensioactif ionique et d'un agent tensioactif 
zwitterionique. 

^ 6") Procede selon I'une quelconque des revendications I a 5, carac- 

t6ns6 en ce que la temperature mise en oeuvr« k I'^iape (1) est comprise entre la 
temperature ambiante et 50"C, de preference k 3TC. 
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7°) Proc6d6 selon Tune queJconque des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu'^ I'etape (1), la quandte d'agent tensioactif present dans le tampon A 
est de preference comprise entre le quart et une fois et demi le poids de TechantiUon 
blologique. 

8») Precede salon Tune quelconque des revendications 1 7. carac- 
terise en ce que le tampon B est selectionne dans le groupe constitue par les alcools en 
C3-C6 et les melanges d'alcools dont la constante.dielectrique th6orique moyenne est 
comprise entre 10 et 25. 

9') Procede selon la revendication 8. caracterise en ce que les 
alcools ou melanges d'alcools suivants sont paniculidrement pi^feres : butanol-1. 
butanol-2, methyl-2 propanol-1, isopropanol. isopropanol + pentanol. ethanol + hexa- 
nol, butanol + pentanol. 

10") Proc6de selon Tunc quelconque des revendications 1 a 9, carac- 
terise en ce que la centrifugarion de l'6tape (3) et de I'^tape (5) est de preference 
15 realisee k une vitesse con^rise entre 3 500 ^ et 1 7 500 ^. 

11°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 k 10, 
caracterise en ce que le tampon C mis en ccuvre k I'^tape (4) comprend en outre un 
agent chaotrope. 

12") Procede de detection de la PrPres dans un echantillon biologi- 
20 que, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- le traitement dudit Echantillon selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 11, 

- la dilution de I'Schantillon obtenu, si ndcessaire et 

- la detection de la PrPres par toute methode analytique appropriee. 
25 13°) Kit de traitement d'un echantillon biologique. caracterise en ce 

quMl comprend outre un tampon d'homogen^isation dudit echantillon biologique, des 
quantites convenables de tampon A, de tampon B et de tampon C, tels que definis aux 
revendications I kll. 

14") Kit de detection de la PrPres, caracterise en ce qu'il comprend 
30 des quantites convenables de tampon d'homogeneisation de I'echantiUon biologique 
dans lequel la PrPres doit etre detects, des quantites convenables de tampon A, de 
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tampon B et de tampon C eels que definis aux revendications 1 a 1 1, ainsi qu'au moins 
un anticorps anti-PrPres convenable. 
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Separation de phase 

FIGURE 1 




Alcools Pentanol Bucnnol IsopropV Echanol/ Isoprop. Ethanoi 

Pentanol Hexanol 



Nombredecarbones C5 C4 C3/C5 C2/C6 C3 C2 

Constantedi61ectriquc 15.1 17.8 17,6* 19* 20,2 25 
(* th^orique) 

FIGURE 2 
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